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RESUMEN

En este trabajo se determind la permeabilidad in vitro de la 7-hidroxi-3,4-
dihidrocadalina aislada del Arnica Mexicana (Heterotheca inuloides) utilizando el
modelo de intestino de cobayo. En los tres segmentos de intestino delgado se
encontr6 que la permeabilidad se ajusta a una cinética de primer orden,
presentandose en el yeyuno el mejor perfil cinético. Para determinar si existe
saturacion en la permeabilidad se trabajo con diferentes concentraciones de la 7-
hidroxi-3,4-dihidrocadalina (0.625, 1.25 y 2.5 mg/mL dentro de cada segmento
intestinal) determinandose que no existe saturacion de la membrana con estas
concentraciones, ya que, el area bajo la curva de cada concentracién sigue un
comportamiento lineal (r=0.983). Finalmente se establecié que en el proceso de
transporte de la 7-hidroxi-3,4-dihidrocadalina no interviene la glicoproteina P, para
ello se utilizd clorhidrato de verapamilo como inhibidor. Los resultados obtenidos
indican que la 7-hidroxi-3,4-dihidrocadalina atraviesa la membrana intestinal, sin la
intervencion de la glicoproteina P, esperandose que esta sustancia se absorba
adecuadamente por via oral.
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INTRODUCCION

Heterotheca inuloides, cominmente conocida como Arnica Mexicana, es una
planta que se utiliza en la medicina tradicional mexicana en forma tdpica en el
tratamiento de hematomas y heridas en la piel. También se utiliza en forma de

infusiones y macerados para tratar el dolor inflamatorio. *

De esta planta se han aislado distintos tipos de compuestos entre los que se
encuentran algunos flavonoides y sesquiterpenoides como la 7-hidroxi-3,4-
dihidrocadalina . A esta sustancia se le ha determinado actividad antiinflamatoria
y efecto antinociceptivo, después de administrarla de forma tépica y sistémica 3.
En el presente trabajo se describen los resultados del estudio de permeabilidad in
vitro en intestino de cobayo de la 7-hidroxi-3,4-dihidrocadalina, como una primera

aproximacion para conocer sus propiedades de absorcion.
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1. MARCO TEORICO

1.1 Absorcion y permeabilidad de los farmacos

La absorcion es el proceso mediante el cual las moléculas del farmaco alcanzan la
circulacion sanguinea, es decir, que el farmaco pasa a través de una barrera

fisiolégica: la membrana plasmatica.

Las membranas plasmaticas son bicapas lipidicas que comprenden distintos
fosfolipidos anfipaticos (ejemplo: esfingomielina, fosfatidilcolina), colesterol,
glucolipidos y proteinas (incluyendo a los transportadores), que forman barreras

hidrofébicas delgadas de aproximadamente 5 nm. °

La bicapa lipidica es semipermeable, es decir, algunas moléculas difunden a
través de ella, es relativamente impermeable a moléculas pequefias cargadas

como los iones y muy permeable a moléculas liposolubles. °

La permeabilidad de los farmacos a travées de la membrana intestinal es un

proceso complejo y dinamico, incluye el paso de compuestos a través de distintas
vias funcionales (Figura 1). °

e EIl transporte pasivo, ocurre a traves de la membrana celular de los
enterocitos (transcelular) o a través de sus uniones estrechas (paracelular) y
es la ruta mas comun para el transporte de farmacos lipofilicos de bajo peso

molecular. & 7 8.

Los compuestos polares o hidrofilos tienden a ser transportados por la ruta
paracelular, pero esta via se limita a moléculas de menos de 200 Da a causa
de las uniones estrechas entre las células y debido a que la mayoria de los
compuestos son mas grandes que estas uniones toman como principal via

de transporte la ruta transcelular. Se ha sugerido que las moléculas que se
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transportan por la ruta paracelular tienen caracteristicas de baja absorcidn,
mientras que las que utlizan rutas transcelulares tienen buenas

caracteristicas de absorcién. ’

e Transporte mediado por moléculas transportadoras. En este proceso de
transporte interviene una proteina transportadora. Es un mecanismo
saturable e implica la interaccién especifica entre la molécula y el

transportador y es utilizado por pequefias moléculas hidréfilas. °

Existen dos tipos de transporte mediado por transportador: activo y pasivo. El
transporte activo requiere energia y puede actuar en contra de un gradiente
de concentracion. Por otro lado, el transporte pasivo no requiere energia, por

lo tanto actGia de acuerdo al gradiente de concentracion. 8

Existen mas 400 transportadores de membrana que pertenecen a dos
superfamilias: la familia ABC (ATP bindingcassette) y la familia
Transportadora de Soluto (SLC por sus siglas en inglés).

La familia de transportadores ABC requiere la unién y la hidrolisis de ATP
para funcionar y mediar el proceso de transporte activo. Muchos
transportadores de recaptacion de la familia SLC son impulsados por
gradientes iénicos creados por los transportadores dependientes de ATP,

tales como la Na / K ATPasa. >&°

Los mecanismos de absorcion dependen de las caracteristicas fisiologicas

gastrointestinales, del pH y de la motilidad intestinal.*°
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Lado Apical (A) Membrana intestinal Lado Basolateral (B)

Paracellular permeation (passive)

Transporte pasivo s CTTTTTITTTITTTmmmEmmmeas

Transporte pasivo

Transporte pasivo
P P transcelular

transcelular
Flujo de salida

Captacion (uptake) (efflux))

Flujo de salida
(efflux))

Captacion (uptake)

Tight junction

Gradiente de concentracién

- Absorptive direction (A to B)
- Excretive direction (B to A)

Figura 1. Representacion de la estructura de la membrana intestinal que muestra las
diferentes vias de transporte del farmaco. La via transcelular es la ruta que pasa a
través de las células epiteliales (via transcelular pasiva y mediada por
transportadores). La permeabilidad paracelular es la ruta que pasa entre las células.
La captacion (uptake) se refiere al transporte hacia el interior de la célula, mientras
gue el flujo de salida (efflux) transporte hacia fuera de la célula (Figura tomada de
Sugano y colaboradores.) ®

1.2 Anatomia y fisiologia del intestino delgado

El intestino delgado del ser humano mide aproximadamente entre 2 y 6 metros,
esta dividido en tres secciones: duodeno, yeyuno e ileon, que comprenden el 5%,
50%, y 45% de longitud, respectivamente. Aproximadamente el 90% de toda la
absorcién en el tracto gastrointestinal se produce en el intestino delgado. °
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El intestino delgado tiene pliegues circulares, vellosidades y microvellosidades que
aumentan el area de superficie para la absorcion de distintas sustancias. Las

vellosidades aumentan el area de superficie 30 veces, mientras que las
microvellosidades la aumentan por un factor de 600 (Cuadro 1). °

Cuadro 1. Parametros biologicos y fisicos del tracto intestinal humano
Segmento Area de Longitud del Tiempo de pH de cada
gastrointestinal superficie segmento (cm) residencia segmento
Cavidad oral 100cm? - Segundos a 6.5-7.0
minutos
Eséfago 200cm? 23-25 Segundos -
Estomago 3.5m? 0.25 1.5h 1-2
Duodeno 1.9m? 35 0.5-0.75h 4.0-5.5
Yeyuno 184m? 280 1.5-2.0h 5.5-7.0
fleon 276m? 420 5-7 h -
2 1-60 h
Colon y recto 1.3m 150 (promedio 30 h) 7.0-7.5

Las células epiteliales mas comunes son los enterocitos, estas células son las

responsables de la absorcion de los nutrientes y farmacos. °

La absorcién en la region apical o serosa del enterocito es regulado por proteinas
transportadoras como MDR1 (Glicoproteina P), ASBT (Trasportador Apical de
Sales Biliares de Sodio), OATPs (Proteinas Transportadoras de Aniones
Orgéanicos), 1-Pept (Transportador de péptidos 1), entre otras. Estas proteinas
estan implicadas en el transporte de muchos compuestos fisiolégicos, incluyendo
aminoacidos, aniones y cationes organicos, asi como una gran variedad de
farmacos tales como f lactamicos, inhibidores de la ECA (Enzima Convertidora de

Angiotensina), bifosfonatos, metotrexato, etc. *

Marylu Adela Tinajero lturbide 12



Permeabilidad intestinal in vitro de la 7-hidroxi-3,4-dihidrocadalina

1.3 Glicoproteina P

Pocas moléculas pueden atravesar la membrana celular sin ayuda de proteinas
especializadas. Estas proteinas de transporte son de gran importancia
farmacolégica debido a que participan en la distribucion, accién y eliminacion de
los farmacos. La glicoproteina P pertenece a la familia de los transportadores ABC
(ATP bindingcassette) que posibilitan el transporte activo de sustancias desde el
interior de las células funcionalmente polarizadas hacia el espacio extracelular
(ransportadores de eflujo), estas proteinas transportadoras poseen los
denominados cassettes de unién al ATP, que son dominios proteicos que utilizan
ATP como portador de energia para los procesos de transporte. La glicoproteina P
en el ribete en cepillo del epitelio intestinal participa en la eliminacién de farmacos
y reduce la biodisponibilidad de la digoxina > 2. En la cara luminal de las células
endoteliales de los capilares cerebrales, la glicoproteina P transporta
medicamentos hacia el compartimento sanguineo y limita de esta manera el
ingreso de dichas sustancias al sistema nervioso. Numerosas interacciones
farmacolégicas se producen por modulacion de la glicoproteina P y los
transportadores ABC. Los inhibidores de la glicoproteina P, como el itraconazol o
la atorvastatina, pueden aumentar la biodisponibilidad de los farmacos
transportados. Los inductores, como por ejemplo, la rifampicina o hierba de San
Juan (Hypericum perforatum) inducen la expresion de la glicoproteina P y de otras

proteinas de biotransformacién.?

1.4 Métodos empleados en la evaluacion de la permeabilidad y absorcién
intestinal

Los métodos comunmente utilizados para estudiar la permeabilidad celular, asi

como la absorcidn intestinal de los farmacos son: in vivo, in situ e in vitro ¥ . A

continuacion se describen los estudios de permeabilidad in vitro mas utilizados:
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1.4.1 Lineas celulares CaCo-2

En los ultimos afios el uso de lineas celulares del epitelio intestinal, tales como las
CaCo-2, se ha incrementado drasticamente en muchos campos de la investigacion
®. Esta linea celular derivada del adenocarcinoma de colon humano, es utilizada
ampliamente para modelar la permeabilidad de diferentes farmacos que llegan al
intestino humano después de la administracion oral .

Estas células se cultivan en un filtro (que sirve como soporte) de multiples pocillos
y la permeabilidad se mide por el movimiento de las moléculas de un lado de la
monocapa celular a otro, estas monocapas simulan las caracteristicas del intestino
delgado, ya que, cuentan con uniones estrechas entre las células,

microvellosidades y transportadores de membrana como la glicoproteina P. "8
1.4.2 Sistemas PAMPA

Los ensayos de permeabilidad en membranas artificiales paralelas (PAMPA,
Parallel Artificial Membrane Permeability Assay) fueron introducidos en 1998 para
predecir la permeabilidad in vivo. Desde entonces han ido ganando un interés
considerable en la industria farmacéutica. Este meétodo utiliza una capa de
fosfolipidos sobre un filtro que actia como soporte, de modo que se distinguen
dos compartimentos acuosos, que permiten mimetizar la situacion en la que se
produce la difusion pasiva de moléculas pequefias, no complicada por
mecanismos activos. Debido a su bajo costo y versatilidad, es un complemento
particularmente Gtil a los modelos de permeabilidad celular, tales como el modelo

de células CaCo-2. %3

Marylu Adela Tinajero lturbide 14



Permeabilidad intestinal in vitro de la 7-hidroxi-3,4-dihidrocadalina

1.4.3 Métodos in vitro (basados en tejidos animales)

Es dificil obtener tejidos humanos viables para realizar estudios de permeabilidad.
Dado que el tejido intestinal de animales se compone esencialmente del mismo
tipo de células endoteliales que el de los seres humanos, es posible utilizar
algunas especies animales para realizar los estudios de permeabilidad de

diferentes farmacos.®

Los modelos con tejidos extirpados de animales se han utilizado desde la década
de 1950 para estudiar el mecanismo de la absorcién de nutrientes del intestino. La
evidencia sobre la captacion de glucosa en contra de un gradiente de
concentracion proporciona un marcador para estudios mecanicos en los tejidos
extirpados de intestino de animales. Sin embargo, la viabilidad de los tejidos
extirpados es dificil de mantener ya que los tejidos estan desprovistos de

suministro directo de sangre y de oxigenacion constante. °

1.4.4 Método del intestino invertido

La técnica intestino invertido fue utilizada desde la década de 1950 en el estudio
de transporte de azlcares y aminoacidos de la mucosa a lado seroso. La regién
intestinal de interés se incuba en medios salinos que contienen glucosa y
aminoacidos. El espacio seroso se analiza para determinar los aztcares *°. Se han
hecho modificaciones tales como oxigenacion constante de las soluciones
fisiologicas durante la etapa de incubacién y agitacion suave, que han aumentado
la viabilidad de los tejidos. Este modelo es ideal para estudiar el mecanismo de
absorcién de los farmacos ya que puede ser estudiado tanto el transporte pasivo y

activo.*®
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1.4.5 Transporte a través del segmento intestinal (de lado alado de la camara
de Ussing)

Los estudios de transporte a través de segmentos intestinales de los animales es
también un método ampliamente utilizado para estudiar la permeabilidad de
farmacos. Este método implica el aislamiento del tejido intestinal, se corta en
fragmentos de tamafio apropiado, se coloca en un dispositivo adecuado y se mide
la velocidad de transporte del farmaco a través de este tejido. En este método, la
permeabilidad se mide con la obtencion del farmaco en el lado seroso en lugar de
la desaparicion de farmaco en el lado de la mucosa. La caracteristica Unica de
este enfoque es que la resistencia eléctrica de la membrana se puede medir
durante el curso del experimento. La corriente de corto-circuito a través de la
membrana, asi como la resistencia a través de la membrana, se puede supervisar.
Estos parametros se utilizan habitualmente como un indicador de la viabilidad del
tejido intestinal durante los estudios de transporte con camara de Ussing. El

coeficiente de permeabilidad aparente (P) se calcula utilizando la ecuaciéon. *°

F= (A ZCO)(Z_;)

Donde V es el volumen de la camara receptora, A es el area de la superficie del

tejido expuesto, Co es la concentracion de farmaco inicial en la camara donante, y
dC /dT es el cambio en la concentracion del farmaco en el receptor con el tiempo.
La técnica de la camara Ussing es un método ideal para estudiar las diferencias
regionales en la absorcion de farmacos mediante el montaje de los tejidos
intestinales de diferentes regiones. También es posible llevar a cabo estudios con
tejidos intestinales humanos proporcionando asi una metodologia para comparar
los valores de permeabilidad a través de especies. Las cantidades de farmaco
necesarias para el estudio son relativamente pequeias (miligramos) y las
muestras recogidas se tratan para facilitar el analisis cuantitativo. Aparte de las
desventajas asociadas comunmente con los estudios in vitro, los inconvenientes

de esta técnica son la falta de suministro de sangre, la rapida pérdida de viabilidad
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de los tejidos durante el experimento, cambios en la morfologia y la funcionalidad
de las proteinas de transporte durante el proceso de la cirugia y montaje de los

tejidos. ©
1.4.6 Modelo de saco intestinal

El modelo de saco formado con intestino de animales inferiores (ratones, ratas,
cobayos, etc.) es un modelo in vitro de facil preparacion, reproducible y que no
requiere del uso de aparatos inusuales *°, sin embargo, la viabilidad de los tejidos
es de pocas horas, en algunos experimentos se ha determinado de

aproximadamente 120 minutos.

El empleo del saco no invertido fue disefiado originalmente para evaluar los
mecanismos de transporte, permite estudiar la permeabilidad pasiva de las
moléculas transportadas activamente y se pueden estudiar dos farmacos
simultaneamente. En ese modelo, la preparacion de los sacos es mas sencilla que
cuando se requiere invertir el tejido y se evitan posibles dafios morfologicos: las
cantidades de farmaco que se requieren para el estudio son relativamente
pequefas y se pueden tomar muestras analiticamente limpias con frecuencia y en

forma sucesiva.'!

Los métodos in vitro son utilizados para estudiar la permeabilidad celular asi como
la absorcion intestinal de los farmacos, por tal motivo, también pueden ser
empleados para determinar la absorcion que tienen ciertas sustancias que se
encuentran en las plantas medicinales, sabiendo que, algunas de estas plantas

son administradas por via oral. &
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1.5 Heterotheca inuloides

Heterotheca inuloides Cass (Asteraceae), es una planta que crece

17y llega a medir

abundantemente en las regiones frias y templadas de México
hasta un metro de altura 3. En ocasiones las hojas son mas largas que anchas.
Las flores estan agrupadas en una cabezuela con cerca de 150 pétalos, todas

colocadas en un disco, parecidas a las margaritas; las bracteas que rodean la

cabezuela estan ordenadas de mayor a menor y son velludas como el tallo
(Figura 2).*

Figura 2. Heterotheca inuloides Cass. Fotografias cortesia del Dr. Andrés Navarrete
Castro (diciembre, 2010)

Otros nombres con los que se le conoce al arnica mexicana son: arnica de campo,
arnica de monte, arnica del pais, cuateteco, cuauteteco, falsa arnica, hornilla,

tabaco de las montafias. °

Existe gran cantidad de informacién acerca del uso tradicional de esta planta en el

tratamiento de heridas, en las cuales se colocan las hojas como emplasto o
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cataplasma o con el cocimiento de las flores se hacen lavados y se aplican
fomentos . En ocasiones la decoccién se hace junto con ramas de gordolobo, en
este caso, ademas de realizar el lavado se colocan las hojas cocidas sobre las
heridas, ademas de administrar al paciente un Mejoral®, esta curacion se realiza
durante tres dias. En caso de golpes y contusiones, en los que hay dolor, se utiliza
en forma de té, como macerado o en forma de pomada elaborada con la planta
molida con manteca. Se utiliza también como analgésico en casos de: dolor de
Ulcera de estbmago o de la boca del estbmago, pulmonia, dolor de pecho,
muscular y renal; se toma la infusion de la planta como agua de tiempo, o se
emplea en fomentos calientes si se padece dolor de muelas. Para problemas
gastrointestinales como gastritis o Ulceras, se toma el cocimiento, ya sea en
ayunas o después de cada alimento. Se menciona que también es util para
administrar a los nifios que se orinan en la cama, en padecimientos de los rifiones,

e irritacion de la vejiga, contra el cancer y para los nervios.!® 1718

El arnica mexicana es utlizada en el tratamiento tdpico de contusiones,
hematomas, heridas de la piel y lesiones *¥, ademas actia como antioxidante por

su actividad inhibidora contra la peroxidacion lipidica y la hemdlisis oxidativa.*®

La flor es el 6rgano més estudiado de Heterotheca inuloides , se han identificado
algunos sesquiterpenoides, ademas de que se han aislado distintos flavonoides
(Cuadro 2).°

Se han realizado investigaciones en donde se establecié que el sesquiterpenoide
7- hidroxi-3,4 dihidrocadalina (Figura 3) extraido del arnica mexicana presenta
una potente actividad antibacteriana, contra bacterias Gram positivas y actividad

bactericida contra Staphylococcus aureus resistente a la penicilina. 2
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Cuadro 2. Metabolitos secundarios presentes en Heterotheca inuloides

3,17, 18, 19

Extracto Composicion Actividad
Heterotheca Acido cadalen-15-6ico, Antiinflamatorio
inuloides
Extracto 3,7-dihidro-3(4H)-isocadalen-4-ona, Inhibicion de la COX-1y
acetonico dicadalenol, COX-2
7-hidroxicadaleno, Antioxidante
7-hidroxi-3,4-dihidrocadalina, Inhibicién de la peroxidacion
lipidica
1a, hidroxi-1(4H)-isocadalen-4-ona,
Acido 1a-hidroxi-4 a H-1,2,3,4-
tetrahldrocadalen-15-6ico,
B-sitosterol
Heterotheca Quercetina, Inhibicion de la actividad de
inuloides la tirosinasa
Extracto 3-O-glucésido de quercetina,
metanolico Antioxidante
Kampferol,

Inhibicion de la peroxidacion
3-O-glucésido campferol, lipidica
Kampferol-O-soforosido, Antiinflamatorio

D-quiro-inositol,
Espinasterol,
Glucosido 3-O-B-D-epinasterol,
7-hidroxi -3 ,4-dihidrocadalina,
7-hidroxicadaleno
Heterotheca Oxido de cariofileno, Antinociceptivo

inuloides
Extracto Cedreno
hexanico 7-hidroxicadaleno

7-hidroxi -3 ,4-dihidrocadalina
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CHj
HO

HsC

HC  CHj;

Figura 3. Estructura de 7-hidroxi-3,4-dihidrocadalina

Los sesquiterpenoides, 7-hidroxi-3,4-dihidrocadalina y 7-hidroxicadalina, y algunos
flavonoides y sus glucésidos aislados muestran una potente actividad antioxidante,
en el modelo in vitro de difenil-p-picrilhidracilo (DPPH). Estos sesquiterpenoides
inhiben la peroxidacion microsomal de los lipidos inducida por Fe (lll) -
ADP/NADPH. Esto contribuye a la proteccion de los tejidos contra diversas

tensiones oxidativas. *°

La 7-hidroxi-3,4-dihidrocadalina también posee efecto antinociceptivo en la

nocicepcion de tipo somatico inflamatorio por medio de la activacion de receptores

serotoninérgicos (5-HTia, 5-HT:s y 5-HT1p). 2
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Heterotheca inuloides es una de las especies de nuestro pais mas utilizadas en la
medicina tradicional para el tratamiento de contusiones, hematomas, heridas de la
piel y lesiones . Uno de los sesquiterpenoides aislados de esta planta es la 7-
hidroxi-3,4-dihidrocadalina la cual inhibe a la peroxidacién microsomal de los
lipidos, lo que se correlaciona con su actividad antiinflamatoria %, ademas de tener

un efecto antinociceptivo en el dolor de tipo somatico inflamatorio. 3

Esta planta es utilizada también en forma de infusiones y macerados, que se
administran por via oral, por lo que es importante determinar la permeabilidad
intestinal de la 7-hidroxi-3,4 dihidrocadalina para conocer, por un lado el sitio del
intestino en el que mejor se absorbe, y por otro conocer qué tipo de cinética sigue
en el sitio de absorcion, con el propdsito de estimar de qué forma se absorbe enel

intestino cuando se administra por via oral.
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3. OBJETIVOS

3.1 General

e Determinar la permeabilidad in vitro de la 7-hidroxi-3,4-dihidrocadalina aislada
del &arnica mexicana (Heterotheca inuloides) utilizando el modelo de saco

intestinal en intestino delgado de cobayo

3.2 Particulares

e Determinar la permeabilidad de la 7-hidroxi-3,4-dihidrocadalina en los tres
segmentos de intestino delgado de cobayo.

e Determinar el modelo farmacocinético al que mejor se ajusta la permeabilidad
de la 7-hidroxi-3,4-dihidrocadalina en intestino delgado de cobayo.

e Desarrollar y validar el método bioanalitico para cuantificar a la 7-hidroxi-3,4-
dihidrocadalina en el lumen intestinal de cobayo.

e Determinar la participacion de la glicoproteina P en el transporte de la 7-

hidroxi-3,4-dihidrocadalina, inhibiéndola con clorhidrato de verapamilo.
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4. HIPOTESIS

La 7-hidroxi-3,4-dihidrocadalina es un sesquiterpenoide de bajo peso molecular
soluble en disolventes de baja polaridad, por lo que se espera que sea permeable
en la membrana intestinal de cobayo por proceso de difusion simple, siguiendo
una cinética de orden cero y que el duodeno sea el segmento en el que la
permeabilidad ocurra con mayor velocidad, ya que este es la parte donde se

absorben la mayoria de las sustancias que se administran por via oral.
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5. MATERIAL Y METODO

En la Figura 4 se observa el esquema general de la metodologia

Revision bibliografica

Purificacion e identificacion de
la 7-hidroxi-3,4-dihidrocadalina

Determinaciondela Validacion del método
permeabilidadintestinal bionalitico

Determinacion del mejor perfil
cinético

Determinacionde lacinética

Participaciéndela
glicoproteinaPenel
transporte de 7-hidroxi-3,4-
dihidrocadalina

Figura 4. Esquema general de la metodologia
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5.1 Sustancias

La 7-hidroxi-3,4-dihidrocadalina se aislé a partir de las inflorescencias de
Heterotheca inuloides donadas por Laboratorios Mixim y recolectadas en Mesas
Altas, Municipio de San Juan Xoconusco Estado de Meéxico, siguiendo la
metodologia descrita en estudios previos del Laboratorio 126 de la Facultad de
Quimica 3. Se purificé por recristalizacion con hexano. Para corroborar la pureza
del compuesto se realizO un monitoreo por cromatografia en capa fina y por
cromatografia de liquidos, se caracteriz6 e identific6 por métodos
espectroscopicos y espectrométricos comparandolo con los descritos en la

literatura 2 %2.

Para los analisis de todas las muestras obtenidas se utilizO metanol y acetonitrilo
de grado HPLC adquiridos de Merck-Millipore (México D.F.).

Para preparar 4 L de solucidon Krebs- Henseleit (KHS) se utilizaron las siguientes

sales:

NaCl (27.6 g), KCI (1.4 g), MgSO4+7H,0 (1.18 g), NaH.POy4 (0.66 g), NaHCO; (8.4
g), D- glucosa (7.9 g), EDTA (0.068 g) y CaCl,*H,O (1.47 g), grado reactivo
adquiridos de J.T. Baker.

Para la elaboracién de la suspension de la 7-hidroxi-3,4-dihidrocadalina se utilizd

Polisorbato 20 como surfactante en trazas.

Se utilizé pentobarbital sddico (6.3 g/100mL) como soluciéon de uso veterinario

(Anestesal® Pfizer), para el sacrificio de los animales.

Para preparar una solucion 10 mM de Verapamilo se utiliz6 clorhidrato de

Verapamilo grado farmacéutico donado por HELM de México, S.A. de C.V.
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5.2 Equipo

El sistema cromatogréfico consisti6 de una bomba Waters Delta 600 (Waters
Corp., Milford, MA, USA), un inyector Waters 717 Plus, un controlador automatico
de gradientes 600, un detector UV con arreglo de fotodiodos Waters 2996 y una
estacion computarizada para procesamiento de datos equipada con el software

Waters Empower.

Equipo Fisher Johns marca Fisher Scientific que cuenta con un termémetro de 0°

a 300°C para la determinacion del punto de fusién.

Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear RMN -1H y RMN-13C se
obtuvieron con un espectrometro Varian Modelo Unity INOVA 300 de 400 MHz

El espectro de masas se determind con un Espectrdmetro marca Thermo-Electron
modelo DFS (Double Focus Sector) y analizador de masas doble sector
(magnético y eléctrico, geometria inversa); se utilizd una Sonda para introduccion
directa (ID) con una velocidad de calentamiento de 100°C/min y bombardeo con

iones de Cesio (FAB) con un detector de iones positivos.

5.3 Animales

Los experimentos se realizaron en intestino de cobayos macho con un peso entre
350 y 450 gramos, los animales se adquirieron de la empresa Biosupply, S.A. de
C.V,, tuvieron libre acceso a comida y agua potable antes de los experimentos.
Todos los procedimientos se realizaron siguiendo los lineamientos marcados por
la Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZO0-1999. Especificaciones técnicas para la

produccién, cuidados y uso de los animales de laboratorio.
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Inicialmente estos experimentos también se realizaron en intestino de ratas macho
Wistar con un peso entre 250-300 gramos (estos resultados se mencionan en la

discusion).
5.4 Preparacion de solucién Krebs- Henseleit (KHS)

Se disolvieron las sales (excepto el cloruro de calcio) en 3 L de agua destilada,

una vez disueltas se adiciono el CaCl,*H,0 y se aforo a 4 L con agua destilada.

5.5 Preparacion de la suspension de 7-hidroxi-3,4-dihidrocadalina

Se pesaron 25 mg de 7-hidroxi-3,4-dihidrocadalina, se adicion6 1 gota de
polisorbato 20 para humectar los cristales, se aforé a 5 mL con solucion KHS, y se

sonic6 hasta formar la suspension.

5.6 Experimentacién in vitro

Se utilizaron cobayos macho, los animales se sacrificaron con pentobarbital sédico
administrado por via intraperitoneal (por sobredosis), inmediatamente después se
abrio la cavidad abdominal y se diseco el intestino delgado, enseguida se lavé con
solucién KHS. El intestino se corté en segmentos de 15 cm, los cuales se cerraron

con hilo al cual previamente se le até una pesa de 3.1 g y el otro extremo se
conectd al tubo central a de una camara disefiada para estudios de absorcion in

vitro (Figura 5), cada camara se llen6 con el mismo volumen de solucion KHS y se
mantuvo a una temperatura constante de 37°C. El tubo b (Figura 5) sirve para
oxigenar el tejido. A cada segmento de intestino se le administr6 1.5 mL de
solucion KHS para después administrar 0.5 mL de suspension de 7-hidroxi-3,4
dihidrocadalina (5mg/mL). La concentracion en cada segmento fue de 1.25
mg/mL. También se determiné la permeabilidad de la 7-hidroxi-3,4-dihidrocadalina
a las concentraciones de 0.625 mg/mL y 2.5 mg/mL en cada segmento de

intestino, para determinar la linealidad de la permeabilidad. Se tomaron muestras
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de 0.2 mL del interior del intestino con remplazo de volumen a través de una
canula h (Figura 5) cada 10 minutos durante un periodo de 120 minutos. Cada

experimento se repitio 10 veces.
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Figura 5. Camara para estudios de absorcion in vitro: Tubo a sirve para colocar el saco
intestinal; tubo b, sirve para oxigenar la preparacion; tubo c sirve de salida del oxigeno
después de oxigenar al tejido. EI compartimento d corresponde a la cAmara de 6rgano
aislado cubierta por una chaqueta de calentamiento e, con sus respectivas entrada f y
salida g de agua a temperatura constante. La sonda h que se inserta por el tubo a sirve
para la toma de muestras, el saco intestinal se representa con la letra i en cuyo extremo
se coloca la pesa j
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5.6 Preparacion de las muestras

A cada una de las muestras tomadas del intestino (0.2mL) se les adicion6 0.8 mL
de metanol grado HPLC, posteriormente se centrifugaron durante 12 minutos a
11000 rpm, del sobrenadante se tomaron 0.5 mL, se filtraron con filiros de nylon
de 0,45 ymy se llevaron a 1 mL de volumen con metanol grado HPLC.

La cantidad de 7-hidroxi-3,4-dihidrocadalina en cada una de las muestras se

analiz6 por cromatografia de liquidos de alta eficiencia.

5.7 Experimentacién con Verapamilo

Se prepard una solucién 10 mM de Verapamilo.

Se sigui6 la misma metodologia que en el punto 5.5, con la siguiente modificacion:
A cada segmento de intestino se le administr6 1.0 mL de soluciéon KHS para
después administrar 0.5 mL de la solucion 10 mM de Verapamilo, después de 15
minutos se administraron 0.5 mL de la suspension de 7-hidroxi-3,4-dihidrocadalina
(5mg/mL). La concentracion de 7-hidroxi-3,4-dihidrocadalina en cada segmento
fue de 1.25 mg/mL. Se tomaron muestras de 0.2 mL del interior del intestino con
reemplazo de volumen a través de una canula h (Figura 3) cada 10 minutos
durante un periodo de 120 minutos. La preparacién de las muestras se siguio

como se indica en el punto 5.6.

5.8 Andlisis de las muestras

Para el andlisis de las muestras se utilizé6 el método nombrado como “Cadalina”

bajo las siguientes condiciones:

Velocidad de Flujo: 1mL/min
Volumen de inyeccién de la muestra: 10uL/min
Temperatura: 30°C

Tiempo de corrida: 6 min
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Longitud de onda: 220 nm
Columna: Luna C18 150mm x 4.6mm con tamafio de particula de 5um

Fase movil: Acetonitrilo grado HPLC

Los datos obtenidos como areas bajo la curva se transformaron a concentraciones
mediante la ecuacion resultante de la validacion del método, posteriormente se
realizaron las graficas concentracion vs tiempo para comparar cada segmento de
intestino. Con el coeficiente de correlacién (r?) de cada curva se determind el
modelo al que mejor se ajusta la cinética, y con la ecuaciébn se obtuvo la

constante para cada segmento de intestino.

5.9 Validaciéon del método bioanalitico
5.9.1 Matriz bioldgica

Se lavd el intestino delgado con solucion KHS, cada segmento de 15 cm de largo
contenia 2 mL de solucibn KHS, permanecieron durante 2 h en un bafio
recirculado a temperatura constante de 37°C, ese contenido fue la matriz biologica

utilizada. 2 ?%*

5.9.2 Selectividad

Se analizaron 6 matrices obtenidas de diferentes animales y se compararon con

muestras de matriz cargada a la concentracién de 30 pg/mL. 2>

5.9.3 Adecuabilidad

Se inyectd por quintuplicado matrices cargadas con la concentracion de 100
pug/mL. Se determind el coeficiente de variacion (CV), y para cada inyeccion se
determind el factor de capacidad (k’), y el factor de asimetria (t) obtenidos

directamente del software Empower.
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5.9.4 Linealidad

Se construyd una curva con matrices cargadas con las siguientes
concentraciones: 3, 30, 60, 90, 120, 150, 180 y 210 pg/mL (cada curva se realizd
por triplicado), dichas concentraciones corresponden a cada uno de los niveles de

la curva.

5.9.4.1 Prueba de Homoscedasticidad

Para obtener la curva de calibracibn mas adecuada se realizd la prueba de

homoscedasticidad. 2°

Se calculé la varianza del nivel de concentracion menor (S2) y la varianza del nivel
de concentracion mayor (S7) de la curva. Posteriormente se determiné el valor de

F por medio de la siguiente expresion:

S3
FexpS_12

La F experimental (F,,,) obtenida se compar6 con la F de tablas con un nivel de

Xp

significancia del 99%
Se calculd el valor de los residuales por medio de la siguiente expresion:
Residual = (yobservada - Ypredicha)

Se construyd la grafica de residuales vs concentracion para determinar si la

distribucion de los valores obtenidos esta por arriba y por debajo de la media. %°

Para obtener la mejor curva se calculd la sumatoria del porciento de error relativo
(%RE) de los modelos de calibracién propuestos por Almeida y colaboradores,

utilizando la siguiente expresion. 2°
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YRE — Concentracion ,peniaa — Concetracion

Concentracion

nominal
x 100
nominal

Una vez que se determind cual es la mejor curva, se realizo la grafica de cantidad
adicionada vs cantidad recuperada, se calculd el valor de la pendiente, la

ordenada al origen y el coeficiente de determinacién. 2324 2°

5.9.5 Precisién y Porcentaje de recobro

Se analizaron las matrices cargadas con las siguientes concentraciones 20, 100y
200 pg/mL, cada nivel se realizd por quintuplicado (se realizaron en dos distintos

dias). 2%

5.9.6 Exactitud

Se analizaron matrices cargadas con la concentracion de 100 pg/mL por

sextuplicado. 224

5.9.7 Estabilidad

Ciclos de congelado-descongelado

Se analizaron las matrices cargadas con las siguientes concentraciones 20y 200
pug/mL, cada nivel se realiz6 por triplicado, posteriormente las muestras se
congelaron a -4°C durante 24 horas y se descongelaron a temperatura ambiente.
Una vez descongeladas las muestras se volvieron a congelar durante 24 horas a -

4°C, este ciclo se volvié a repetir y se analizaron las muestras.
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6. RESULTADOS
6.1 Purificacion e identificacion de la 7-hidroxi-3,4-dihidrocadalina

En el Anexo 1 se muestran los espectros de RMN obtenidos de la 7-hidroxi-3,4-

dihidrocadalina utilizada que coinciden con los descritos en la literatura para este
compuesto. %12

La pureza cromatografica de la 7-hidroxi-3,4-dihidrocadalina que se utilizd es del
98%, esto se realizd con el calculo del porcentaje de area bajo la curva de una
muestra del compuesto disuelta con metanol grado HPLC (Figura 6) con un punto
de fusion entre 101-103 °C (no corregido) que se determiné mediante el aparato

Fisher Johns y coincide con lo reportado en la literatura. 22

JVelocidad de Flujo: 1mL/min

130 - Volumen de iny eccién: 10uL/min

JTemperatura: 30°C

120 - Tiempo de corrida: 6 min

JLongitud de onda: 220 nm

1.10 -:Columna: Luna C18 150mm x 4.6mm con tamafio
Jde particula de 5um

100 - Fase movil: Acetonitrilo grado HPLC

0s0 4
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os0 100 150 200 250 300 350 00 50 0o S50 e00
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Figura 6. Cromatograma de la7-hidroxi-3,4-dihidrocadalina (125uM) en metanol grado
HPLC
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6.2 Validacién del método bioanalitico

Para la validacién del método se obtuvo lo siguiente:

6.2.1 Selectividad

En los siguientes cromatogramas (Figura 7) se observa como los picos de la

matriz y la 7-hidroxi-3,4-dihidrocadalina se encuentran bien definidos y separados

entre sl.
A 120
7-hidroxi-3,4- o
dihidrocadalina =
= Matriz
| 7 T 7 % IR I T o 1 7 ] P I P I I I d 1 7
Minutos Minutos
130 C Velocidad de Flujo: ImL/min
120 Volumen de iny eccién: 10uL/min
e Temperatura: 30°C
] 7-hidroxi-3.4- Tiempo de corrida: 6 min

w ] / dihidrocadalina

] Matriz

Longitud de onda: 220 nm

Columna: Luna C18 150mm x 4.6mm con tamafio
de particula de 5pm

Fase movil: Acetonitrilo grado HPLC

ol Tod isd 2nd 2l amd s amd sl el s

Minutos

—

Figura 7. Cromatogramas tipicos en donde se muestran los picos correspondientes a la 7-
hidroxi-3,4-dihidrocadalina (A), a la matriz (B) y a la matriz cargada con 7-hidroxi-3,4-

dihidrocadalina (C) en a la concentracién de 125uM

Marylu Adela Tinajero lturbide

36




Permeabilidad intestinal in vitro de la 7-hidroxi-3,4-dihidrocadalina

6.2.2 Linealidad
6.2.2.1 Prueba de homoscedasticidad

Los datos obtenidos para la curva de calibracion no pasaron la prueba de
homoscedasticidad: F experimental (598.719) comparado con F de tablas (99), por
ello, se calculd el factor de peso Wi para cada uno de los modelos de calibracién
de regresién propuestos por Almeida y colaboradores®® (Cuadro 3). De cada
modelo se obtuvo la sumatoria del porciento del error relativo (X%RE) para
determinar cual es la curva de calibracion mas adecuada Los datos para la
realizacion de esta prueba y los graficos de residuales vs concentracidon se pueden

observar en el Anexo 2.

Cuadro 3. Porcentaje de error relativo obtenido por cada modelo de
calibracion de regresion

Modelo Wi Ordenada al origen (a) Pendiente (b) r? X %RE
1 x° 389013.60 82817.61 0.994478 0.00000000000000113
2 1yt 326526.42 83279.30 0.996287 0.00000000000000069
3 1ly 333910.80 83142.14 0.996688 0.00000000000000105
4 1y? 378169.77 81435.58 0.993842 0.00000000000000145
5 1/x2 345709.81 83211.72 0.996695 0.00000000000000029
6 1/x 366768.42 83025.02 0.997043 0.00000000000000069
7 1/x? 392795.98 81683.27 0.993892 0.00000000000000174

El modelo en el que se obtuvo el menor valor de %RE es el que Wi es igual a
1/xY2, por lo tanto, la ecuacion obtenida con este factor de peso fue la siguiente:

y = 83211.72x + 345709.81

Con el modelo anterior se calculd la cantidad recuperada de 7-hidroxi-3,4-

dihidrocadalina en todos los experimentos.
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En la Figura 8 se muestra el grafico para la linealidad del método

2e+7 -
2e+7 4 .
2e+7 4
y = 83211.72x + 345709.81
le+7 ~ r>=0.996

le+7 A+

le+7 -

8e+6

Area (mV*seg)

6e+6 -

4e+6

2e+6

0 T T T T 1
0 50 100 150 200 250

Concentracion (ug/mL)

Figura 8. Gréafico de linealidad para la 7- hidroxi-3,4dihidrocadalina, se obtuvo una b=
345709.81 + 7.37 x 10° y m = 83211.72 + 5.76 x 10™. Se realiz6 un ANOVA de la
regresion lineal, P <0.001. Cada punto representa la media de tres determinaciones +
EEM

Criterio de aceptacion

El coeficiente de determinacién debe ser mayor a 0.98 y el coeficiente de variacion

menor al 20% en el limite de cuantificacion, mientras que en los demas niveles de

concentracién debe ser menor al 15% (Anexo 3), por lo tanto, los resultados para

linealidad del método son aceptables para la validacién. 8192
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El coeficiente de variacion en precision, porcentaje de recobro, exactitud vy
estabilidad (Cuadro 4) resulto ser menor al 15%, por lo tanto, se concluye que

este método es capaz de cuantificar a la 7-hidroxi-3,4-dihidrocadalina en la matriz

biolégica empleada. En el Anexo 3 se muestras todos los datos para la validacion.
23,25

Cuadro 4. Datos obtenidos para la validacion del método

Parametro Criterio Resultado Dictamen
r*> 0.98 0.996 Se acepta

Linealidad
CV <£15% 3.7% Se acepta

(k) CV < 2%

Adecuabilidad
(t) CV = 2%

Precision CV <15% 4.602 Se acepta
. . 3.931%
< o,
Porfeir:)tt?ii - cogc\:/er;t:asci/z')ner;)z:\?s r:TI:SCIIE:(? dtho 3.547% Se acepta
0, y 8.585%
CV = 15% 3.547% Se acepta
Exactitud
IC() 95-105% 95.437 — 102.819% Se acepta
Inicial
3.931% Se acepta
. CV < 15% al inicio y fin de los ciclos 8.585%
Estabilidad de congelado-descongelado Einal
11.458% Se acepta
10.224%
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6.3 Permeabilidad in vitro de la 7-hidroxi-3,4-dihidrocadalina en diferentes
segmentos de intestino.

La permeabilidad intestinal de la 7-hidroxi-3,4-dihidrocadalina varia segun el
segmento del intestino, observandose en el yeyuno el mejor perfil cinético, ya que

atraviesa la membrana a una menor velocidad. (Figura 9).

350 -

300 -
—~ 250 A
—
E
S Duodeno (D
2 500 J o' uodeno (D)
:5 °lleon (I)
§ v Yeyuno (Y)
£ 150
(]
O
[
@]
O 100 -

50
O T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120 140

Tiempo (minutos)

Figura 9. Gréfico de permeabilidad de las concentraciones obtenidas a través del tiempo
de la 7-hidroxi-3,4-dihidrocadalina en cada segmento de intestino (concentracion de 1.25
mg/mL). Cada punto es el promedio + error estandar de la media (EEM) de al menos 10

experimentos.
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En los tres segmentos de intestino, la cinética fue de primer orden, Las ecuaciones

y las constantes de la ecuacion semilogaritmica de Ln C vs t. se presentan en el

Cuadro 5

Cuadro 5. Ecuaciones de primer orden de cada segmento intestinal

Segmento de

Coeficiente de

Constante K

intestino SElEEIEn determinacion (r?) (min'h)
Duodeno n e o 0.9497 0.0754 + 0.0087
, N C=-0.0514x +
fleon s 0.9839 0.0514 +0.0023
Yeyuno In C :5'%81176X * 0.9935 0.0176 +0.0004

En general el modelo al cual se ajusta la cinética es el siguiente:

A=A e”

a

donde t es el tiempo transcurrido, Ao es la concentracion inicial y Ka es la

velocidad a la cual

intestinal.

la 7-hidroxi-3,4-dihidrocadalina atraviesa la membrana
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6.4 Saturacion de la permeabilidad

Se determind la saturacion en la permeabilidad a distintas concentraciones de 7-

hidroxi-3,4-dihidrocadalina (0.625, 1.25 y 2.5 mg/mL en yeyuno), graficandose
tiempo vs concentracion (Figura 10) se obtuvo la ecuacion cinética de cada curva

(Cuadro 6) y las constantes respectivas..

600 -

500 -
=
£ 400 |
(@)]
2 00.625mg/mL
S "1.25mg/mL
g 300 v2.5mg/mL
IS
o
8 200 A
o)
@)

100 A

O T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120 140

Tiempo (minutos)

Figura 10. Grafico de permeabilidad de las distintas concentraciones de 7-hidroxi-3,4-
dihidrocadalina en yeyuno obtenidas a través del tiempo. Cada punto representa el
promedio + error estandar de la media (EEM) de al menos 10 experimentos.
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Cuadro 6. Ecuaciones de la cinética de primer orden de las diferentes
concentraciones en cada segmento de yeyuno

Concentracion Ecuacion 32?; ;?riltiannatiigr? C}:(o(nriﬁ_nlt)e
0.625mg/mL In € z_'702'%1768x * 0.9748 0'8_%%891
1.25mg/mL | In C = -0.0176x + 5.301 0.9935 g'c?.éc?)i
2 5mg/mL In C=6'_2603117 3x+ 0.9886 1%901070?;

Del grafico C vs t se calculé el area bajo la curva por el método de trapezoides
para cada concentracion. La permeabilidad sigue un comportamiento lineal (r =

0.983) en el rango de concentraciones evaluadas (Figura 11).
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Figura 11. Gréfico del Area bajo la curva (ABC) de las distintas concentraciones de 7-
hidroxi-3,4-dihidrocadalina, ecuacién de la recta y coeficiente de correlacion

6.5 Experimentacion con Verapamilo

Para determinar si en la permeabilidad de la 7-hidroxi-3,4-dihidrocadalina
interviene la glicoproteina P, se utilizd Verapamilo, como inhibidor de la
glicoproteina P. La presencia de verapamilo no modifico la permeabilidad de la 7-
hidroxi-3,4-dihidrocadalina (Figura 12).
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Figura 12. Gréfico de permeabilidad de la 7-hidroxi-3,4-dihidrocadalina en el segmento de
yeyuno (concentracion de 1.25 mg/mL), en presencia y ausencia de verapamilo. No hay
diferencia estadisticamente significativa p>0.05 por la prueba de t no pareada para cada

tiempo. Cada punto representa el promedio + EEM de 10 experimentos
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7. DISCUSION

Se logré determinar la permeabilidad de la 7-hidroxi-3,4-dihidrocadalina en los tres
segmentos del intestino (duodeno, yeyuno e ileon), con lo cual se demostré que
este compuesto atraviesa la membrana intestinal, por lo que, se sugiere que al

administrarla por via oral se absorbera

Los experimentos se realizaron en intestino de cobayo, debido a que, este modelo
permite observar de una mejor manera la cinética de permeabilidad de la 7-
hidroxi-3,4-dihidrocadalina. Inicialmente se hicieron en intestino de rata, sin
embargo, la velocidad a la cual atraves6 la membrana fue tan rapida que no fue
posible determinar el perfil cinético de esta sustancia, por ello, se optd por realizar

este estudio en el intestino de cobayo.

En cada segmento de intestino la permeabilidad de la 7-hidroxi-3,4-dihidrocadalina
es distinta (Figura 9), esto puede ser debido a las diferentes caracteristicas en las
vellosidades, (las cuales intervienen en el proceso de absorcion de sustancias), el
tipo de transportadores, el pH, las uniones estrechas y longitud de cada segmento
intestinal. *°©

Las diferencias de la permeabilidad también pueden observarse en el valor de las
constantes (Cuadro 5), ya que en el duodeno lo hace a una mayor velocidad,
seguido de ileon y yeyuno respectivamente. La cinética que mejor se ajusta en los
tres casos es de primer orden, debido a que la velocidad en la cual la 7-hidroxi-
3,4-dihidrocadalina atraviesa la membrana intestinal es dependiente de la
concentracién. Esto Ultimo sugiere que el compuesto no atraviesa la membrana

intestinal de forma pasiva.

El mejor perfil cinético para la determinacion de la permeabilidad intestinal es en el
yeyuno, ya que, hay un mayor tiempo de permeacion, por lo tanto, se puede

observar de una mejor manera como es que se comporta la 7-hidroxi-3,4
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dihidrocadalina. Por tal motivo, para los deméas experimentos se utiliz6 inicamente

el yeyuno.

Al realizar el experimento con distintas concentraciones de 7-hidroxi-3,4-
dihidrocadalina (0.625, 1.25 y 2.5 mg/mL en yeyuno) se determiné que no existe
saturacion en la permeabilidad ya que, el area bajo la curva que se calcul6 de
cada gréfico de C vs t sigue un comportamiento lineal (r>=0.967), con lo cual se
determind que el transporte de la 7-hidroxi-3,4-dihidrocadalina es proporcional a la
concentracién en el lumen intestinal, al menos en el rango de concentraciones

evaluado .

En la permeabilidad de la 7-hidroxi-3,4-dihidrocadalina se observd que no
interfiere la glicoproteina P (Figura 12) por lo que la 7-hidroxi-3,4-dihidrocadalina

no sufre de eflujo por esta proteina.
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8. CONCLUSIONES

Para este trabajo se concluye que:

e La 7-hidroxi-3,4 dihidrocadalina es permeable a través de la membrana
intestinal de cobayo, siguiendo una cinética de primer orden. Se obsenv el
mejor perfil cinético en el yeyuno, en el cual se evaluaron tres diferentes
concentraciones verificando que no hubo saturacién en el transporte. La
permeabilidad de este producto natural no se modificé por la inhibicion de la

glicoproteina P.

e Se desarroll6 y validé el método bionalitico empleado para cuantificar a la 7-

hidroxi-3,4-dihidrocadalina en la matriz biol6gica empleada.

Marylu Adela Tinajero lturbide 48



Permeabilidad intestinal in vitro de la 7-hidroxi-3,4-dihidrocadalina

9. PERSPECTIVAS

e Utilizar membranas sintéticas que permitan observar Unicamente el transporte
pasivo de la 7- hidroxi-3,4 dihidrocadalina, ademas de realizarlo con cultivos
celulares que expresen algun transportador, para comparar esos resultados

con los ya obtenidos.

e Al realizar el estudio de absorcion in vivo en cobayos al administrar a la 7-
hidroxi-3,4 dihidrocadalina por via oral, se podria establecer el tiempo que
tarda en llegar a la circulacion sanguinea y con establecer si realmente se

absorbe este compuesto.
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11. ANEXOS

Anexo 1. Resonancia Magnética Nuclear (RMN)

En las Figuras 13 y 14 se muestran los espectros de resonancia magnética
nuclear de hidrogeno y carbono de la 7-hidroxi-3,4-dihidrocadalina que presenta

sefales que coinciden con las descritas en la literatura en el caso de RMN de
carbono, en el Cuadro 7 se muestra la sefial de acuerdo a la posicién de cada

carbono. %’

Cuadro 7. Sefales para cada carbono de la molécula 7-hidroxi-3,4-
dihidrocadalina

Posicién | C (ppm)

1 134.7

2 123.8

3 25.8

4 43.5

5 131.0

6 131.2-131.5
7 152.1

8 109.9

9 131.2-1315
10 120.9
11 19.0
12 30.5
13 20.2
14 21.4
15 155
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Figura 13. Espectro de RMN de carbono, mostrando picos correspondientes en la molécula
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Figura 14 .Espectro de RMN de hidrogeno, mostrando picos correspondientes en la molécula
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Anexo 2. Prueba de homoscedasticidad

En el Cuadro 8 se muestran los modelos propuestos por Almeida y colaboradores,

para obtener la mejor curva de calibracion.

Cuadro 8. Datos obtenidos de acuerdo a cada modelo para la obtencion de la

mejor curva de calibracién

Modelo 1 | Modelo 2 | Modelo 3 | Modelo 4 | Modelo 5| Modelo 6| Modelo 7

Cor|1_<):.§)|:)glm Area (y) x° 1/y1/2 1ly 1/y2 1/x*? 1/x 1/x?
3.0535 627053 0.00126 | 1.595E-06|2.543E-12| 0.572 0.327 |0.1072517
3.0535 651074 0.00124 | 1.536E-06| 2.359E-12| 0.572 0.327 |[0.1072517
3.0535 656873 0.00123 | 1.522E-06| 2.318E-12| 0.572 0.327 [0.1072517

30.535 2427065 0.00064 |4.120E-07| 1.698E-13| 0.181 0.033 |0.0010725

30.535 2484427 0.00063 | 4.025E-07| 1.620E-13| 0.181 0.033 [ 0.0010725

30.535 2603119 0.00062 | 3.842E-07| 1.476E-13| 0.181 0.033 |0.0010725

61.07 5329608 0.00043 | 1.876E-07| 3.521E-14| 0.128 0.016 |0.0002681
61.07 5634633 0.00042 |1.775E-07| 3.150E-14| 0.128 0.016 |0.0002681
61.07 5621464 0.00042 |1.779E-07| 3.164E-14| 0.128 0.016 |0.0002681

91.605 7859625 0.00036 | 1.272E-07| 1.619E-14| 0.104 0.011 | 0.0001192

91.605 7859785 0.00036 |1.272E-07 | 1.619E-14| 0.104 0.011 |0.0001192

91.605 7980795 0.00035 |1.253E-07| 1.570E-14( 0.104 0.011 |0.0001192

122.14 10884240 0.00030 |[9.188E-08| 8.441E-15| 0.090 0.008 | 0.0000670

122.14 10667970 0.00031 |9.374E-08 | 8.787E-15| 0.090 0.008 |0.0000670

122.14 11734254 0.00029 | 8.522E-08| 7.263E-15( 0.090 0.008 |0.0000670

152.675 13599923 0.00027 | 7.353E-08|5.407E-15| 0.081 0.007 | 0.0000429

152.675 13085181 0.00028 | 7.642E-08 [ 5.840E-15| 0.081 0.007 |0.0000429

152.675 13051671 0.00028 | 7.662E-08| 5.870E-15| 0.081 0.007 | 0.0000429

183.21 15226878 0.00026 |6.567E-08|4.313E-15| 0.074 0.005 | 0.0000298

183.21 16206754 0.00025 | 6.170E-08| 3.807E-15( 0.074 0.005 |0.0000298

183.21 15704459 0.00025 | 6.368E-08| 4.055E-15| 0.074 0.005 | 0.0000298

213.745 17188295 0.00024 | 5.818E-08| 3.385E-15| 0.068 0.005 | 0.0000219

213.745 17477617 0.00024 |5.722E-08| 3.274E-15| 0.068 0.005 |0.0000219

RPrlrr|rRr|Rr|lRr[Rr|RP]IRPr]Rr[R|[RPR]|RP|IRP|R|[R|RP]RPr]|R|[R|[RP]| PR R

213.745 17954422 0.00024 | 5.570E-08| 3.102E-15| 0.068 0.005 | 0.0000219
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En la Figura 15 se observa el grafico de residuales vs concentracién para el

modelo 5, que fue el que tuvo el menor valor de porcentaje de error relativo (%RE)

Modelo 5
1500000
1000000 ‘
*
500000
{ .
S * *
i ¢ '
o ] 50 . 100 . 150 200 250
*
-500000 ‘ ’
-1000000
*
-1500000

Concentracién (ug-/mL)

Figura 15. Residuales vs Concentracion de la 7-hidroxi-3,4-dihidrocadalina
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Anexo 3. Validacion del método

En los siguientes cuadros se muestran los datos obtenidos de cada parametro

para la validacion del método.

Linealidad

Cuadro 9. Cantidad recuperada de 7-hidroxi-3,4-dihidrocadalina promedios

y coeficiente de variacién por nivel de concentracion

ComESmiTEEon Areas rg:irg:adr:ga Promedio DE %CV
Hg/mL ()
627053 3.381
3.054 651074 3.670 3.597 0.190 5.283
656873 3.739
2427065 25.013
30.535 2484427 25.702 25.948 1.079 4.159
2603119 27.128
5329608 59.894
61.070 5634633 63.560 62.285 2.072 3.327
5621464 63.402
7859625 90.299
91.605 7859785 90.301 90.785 0.840 0.925
7980795 91.755
10884240 126.647
122.140 10667970 124.048 129.186 6.774 5.243
11734254 136.862
13599923 159.283
152.675 13085181 153.097 155.025 3.693 2.382
13051671 152.694
15226878 178.835
183.210 16206754 190.611 184.673 5.888 3.189
15704459 184.574
17188295 202.406
213.745 17477617 205.883 206.634 4.649 2.250
17954422 211.613

Marylu Adela Tinajero lturbide

59



Permeabilidad intestinal in vitro de la 7-hidroxi-3,4-dihidrocadalina

Adecuabilidad

Cuadro 10. Factor de capacidad y factor de asimetria para el método de 7-

hidroxi-3,4-dihidrocadalina con una concentracion correspondiente a 100

Hug/ mL y su coeficiente de variacién obtenidos directamente del software

Empower.

Muestra Factor de capacidad (k') Factor de Asimetria (t)

1 0.273643 1.109863

2 0.267376 1.107256

3 0.267235 1.114773

4 0.261481 1.092445

5 0.265983 1.092511

Promedio (Y) 0.2671436 1.1033696
Desviacion estandar (S) 0.004350764 0.010302451
Coeficiente de Variacion 1628623767 0.933726167

(CV)
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Precision

Cuadro 11. Concentracién de las matrices cargadas de 7-hidroxi-3,4-
dihidrocadalinapara determinar precision del método, con sus areas

correspondientes y coeficiente de variacion.

ags:rilct)lr?:ga Area(mV*seg) rgcinpttladrzga FREelE DE(D‘fSViaCién % CV
ug (Lg) Hg estandar)

1784531 17.291
1732498 16.666

7.7 1739823 16.754 16.912 0.342 2.022
1781816 17.258
1714445 16.449
1765032 17.057
8465030 97.574
8254968 95.050

97.4 7855509 90.249 95.130 3.335 3.506
8105842 93.258
8653788 99.843
8234554 94.804
14921471 175.165
17649332 207.947

204.2 18898705 222.961 206.395 17.087 8.279
18005001 212.221
18537279 218.618
17109303 201.457

Criterio de aceptacion <15 %

Conclusion Aceptado
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Porcentaje de recobro

Cuadro 12. Concentracion de las matrices cargadas de 7-hidroxi-3,4-
dihidrocadalinapara determinar el porcentaje de recobro del método, con

sus areas correspondientes y coeficiente de variacion

agi%rilct)lrcll:ga Ar*ea rg:inpttladr:ga FOMEEE]S Promedio| DE % CV
ug/mL (mV*seg) ug/mL de recobro

1812149 17.623 100.703
1827746 17.810 101.774

17.5 1870185 18.320 104.688 103.123 | 4.054| 3.931
1890819 18.568 106.105
1923355 18.959 108.339
1760081 16.997 97.127
8284779 95.408 95.791
8863518 102.363 102.774

99.6 8536716 98.436 98.831 99526 | 3.531 3.547
8226969 94.713 95.094
8908648 102.905 103.319
8745204 100.941 101.347
19890434 234.879 113.468
17264567 203.323 98.224

207.0 20376747 240.724 116.292 103.481 | 8.884| 8585
17266028 203.341 98.232
17145876 201.897 97.535
17077395 201.074 97.137

Criterio de aceptacion <15 %

Conclusion Aceptado
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Exactitud

Cuadro 13. Concentracién de las matrices cargadas con7-hidroxi-3,4-

dihidrocadalina para determinar la exactitud del método, con sus areas

correspondientes y coeficiente de variacién

adigi:gzgg:jug) Area(mV*seg) recfp?:rt;?jzd(ug) Pr:g:ro/]r?ldLlo bV i
8284779 95.408
8863518 102.363

1001 8536716 98.436 99.128 3.517 3.547
8226969 94.713
8908648 102.905
8745204 100.941

Criterio de aceptacion <15 %

Conclusion Aceptado

IC(w) =y +t0.975 n—1—S
- )
Ww=yzx —

IC(w) = 99.128 + (2 5713'517)
n 128+ (2571—=

IC(W) = 99.128 + 3.691

IC (1)= 95.437 — 102.819
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Estabilidad

Los datos obtenidos al inicio y final de los ciclos de congelado descongelado se

muestran en el Cuadro 14.

Cuadro 14. Concentracidon de las muestras antes y después de los ciclos de

congelado-descongelado con sus areas correspondientes y coeficiente de

variacion
gjailgitcl)?laa% Areainicial reccatjnr:fr?;\%a Promedio % CV | Areafinal Cantidad | Promedi % CV
a(ug) (inicial) pg H9 el () 0 Hd
1812149 17.623 2227888 22.619
1827746 17.810 2328615 23.830
1870185 18.320 18.046 | 3931 | 2215727 | 22473 | 55488 | 11458
175 1890819 18.568 2667245 27.899
1923355 18.959 2568826 26.716
1760081 16.997 2791566 29.393
19890434 234.879 20601245 243.422
17264567 203.323 19960248 235.718
sy | 20376747 | 240724 | 514506 | g.5g5 | 24396662 | 289.033 | 574707 | 10.224
17266028 203.341 24821297 204.136
17145876 201.897 23959563 283.780
17077395 201.074 25533238 302.692
Criterio de aceptacién <15 % Criterio de aceptacién <15%
Conclusién Aceptado Conclusion Aceptado
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